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論 文 内 容 要
?
ガマ耳下腺分 泌物よ り得 られる漢薬黒驚セ ンソ(蠣蔀)"はジギタ リスと共に古 くから強心利尿薬 と
して用い られて いる。その一成分 であ るbufotoxinの構 造 はWielandらによ り,bhfadienolide
の エ4β水酸基 に コルク酸が半エ ステルと してつなが り,さ らにarginineが酸 ア ミド結 合 した も
のであ るとされていた。 しか し,最 近 セ ンソ.かうのbufadienolide3-hemisubera曳eの単離,ブ
ラ ジル産ガマか らのmarinobufotoxinの単離 とその酵素水解 の知見,さ らに合成証 明な どに より
・・b…y1・gi・i・ゆ 結 飽 犀はr鯨 騨 と証 され 挙・
著者は日本産ガマ外皮成分の検索を行い,脂肪酸部が律来から知られている炭素数8個 のコル
ク酸のほかそれぞ拶 螺 蜘6・7個 ρコ
.ハ職 アジピ職 ピメリン酸1こ置導 ・箇 型
bufotoxinを単 離 し た 。 ま た,と れ ら脂 肪 酸 一arginine抱合 体 に 加 え,新 規 抱 合 形 式 を.もつ4種
のbufogenin3-sulfateの存 在 を 明 らか に し た 。 従 来 配 糖 体 と して 植 物 界 か ら しか 得 られ て い
な か ったcarden・Iideが最 近M6yεr一 派 に よ りgeninお よ び そ の3-hemisuberateとし℃ セ ン ソ
中 に 見 い 出 さ れ,多 大 の 注.目を 集'めて い た が,今 回 著 者 は 初 め てcardenolideの脂 肪酸 一arginine
抱 合 体(cardenobufotoxinと命 名)2種 の 存 在 を 明 らか に す る こ と が で き た 。
一方,.弾心性ステロヂ胆)アミノ酸,ペ プチ ド結合体の構造と生理活性,両 生噸の皮膚,毒 界
に み られ る 活 性 ペ プ チ ドと の 関 係 な ど の 解 明 を 目 的 と してdigitoxigenin3-suberoylaminoacid
蕊terお よ びpeptideesterならび に.resibufogenin3-suberoylarginineester(resibufotoxin)
の 合 成 を 行 な っ た 。
1.Resibufogenin3-SuccimylarginineEsterお よ びBufalin3-Succihoyl-
arginineEsterの単 離
東 北 地 方 で 捕 捉 し た 日 本 産 ガ マ(Bufovulgarisfom】osロsBoulenger)1,800匹を ドラ イ ア イ
ス で 処 理 後,た だ ち に 外 皮 を 剥 離 し,EtOHで 抽 出 し た 。EtOH抽 出 物 をEt20-H20で 分 配 した
の ち,さ ら に そ の 水 層 をAcOEt-H20で 分 配 し た 。 水 犀 はAmberl』iteXAD-2樹脂 に 吸 着 さ せ,
90%MeOH溶 出 画 分 を さ ら に シ リカ ゲ ル 吸 着 ク ロ マ トグ ラ フ ィr}ζ.付し,AcOEt/MpOH(1.1=.1)
で 溶 出 し た 。 つ い で,CHCi3/MeOH/H20(80:』20:2.5)`を移 動 相 と す る シ リカ ゲ ル 分 配 ク ロ マ
トグ ラ フ ィ ー を 数 回 く,二り 返 レ た の ち,MeOHを 用 い るSephadexbH-20のゲ ル 濾 過 で 分 離 精 製 し,
新 規bufotoxin('Id)を無 色 柱 状 晶 と して 得 た 。Idは ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性,坂 口 反 応 陽 性 を 示
し,6NHCIで 加 水 分 解 の 結 果arginineの遊 離 が 確 認 さ れ た 。 一 方,Idをhogpancreaslipase
(SigmaChem.Co.)で 酵 素 水 解 す る とresibufogenin3-succinate(Ib)が得 ら れ,さ ら に
こ れ をCH2N2でlnethylester(Ic)に誘 導 し た が,こ れ ら はresibufogenin(Ia)より 部 分 合 成
し た 標 品 と そ れ ぞ れ 一 致 し た 。 さ ら にIdをKHCO3存 在 下a㏄tylacetoneで処 理 し た の ちCH2N2
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3.Bufogehin3-Sulfatesの 単 離
ガマ外皮のEtOH抽 出物を前述同様の分離操 作に付 し新規化合物(IV)を単離 した。IVはBa2+一
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レ　 に
rhodizonate反応 陽 牲 を 示 し,IRス ペ ク トル に お い て1220.1055㎝4にSO2の 吸 収 が み られ
た 。 こ れ をsdvolysisに付 し て 得 ら れ たgeninはTLC,MSス ペ ク トル に.よる比 較 の 結 果bufalin
と 同 定 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 か らIVはbufalin3-sulfateと推 定 され たがDGC法 で 製 した 合成 標 品 と
一 致 す る こ と に よ り確 認 し た 。 同 様 に し て 単 離 し たV,聡 お よ び 田 はNMRお よ びIRス ペ ク トル,
呈 色 反 応,solvolysi6の結 果 な どか ら そ れ ぞ れbufotalib.3-sulfate,galnabufotalin3-sωfate
お タ びarenobufagin3-sulfateであ る こ と が 判 明 し た 。
4.Samlentogeni員3-Suberoyl一 お.よび.3-Pimeloyl-arginmeEsters(Cardeno-
bufotoxin)の単 離
ガ マ 外 皮 のEtOH抽 出 物 を 前 述 同 様 の 分 離 操 作 に 付 し た の ち 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー(μ 一
BondapakC18.WatersCo.,Ltd.)で分 取 す る こ と に よ り 新 規bufotoxin(珊c)を単 離 し た 。
皿cはKedde反 応 陽 性,UVλ 儲 鍵217nmを 示 し,NMRス ペ ク トル に お い てbutenolide環の プ
ロ ト ン に も と つ く吸 収 が み られ た 。 一 方,田cは ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性,坂 口 反 応 陽 性 を 示 、し,
6NHcrで 加 水 分 解 す る と きarginlneの遊 離 が 確 認 さ れ た 。 ま た,1皿cを 酵 素 水 解 後 メ チ ル 化 し
て 珊bに 導 き,MSス ペ ク トル 測 定 に 付 し た 結 果 脂 肪 酸 部 は コル ク 酸 で あ る こ と が 判 明 し た 。さ ら
に 田bを 緩 和 な 条 件 下5%HCIで 加 水 分 解 し て 得 られ たgeninはsa皿1entogenin(阻a)と同 定 さ
れ た 。 こ れ らの 事 実 を 考 え 合 せ,V皿cはsarmentogenln3-suberoylarginineesterと結 論 され た 。
ま た,同 様 に して 単 離 さ れ た 珊eは 皿d,皿aに 誘 導 す る な ど 分 解 的 に 構 造 証 明 を 試 み た 結 果 脂
肪 酸 部 が ピ メ リ ン酸 に 置 き 換 .ったsarmentogenin3-pimelOylarginineeSterであ る と と が 判 明
し た 。
RO
HO.,
0 0
OH
H.VIπ'
dl騒.騰CO〔CH2)5COOC馬
e3R魯CO(CH2)5CONHCH(CH2),NHCNHz
コニコ
COOH 、 麗H
Chart4
aRAH
b;R8CO(CH2)6COOCH3
・ ・ 只霞C。(C9・)・CgNH〒H(CH・)・NH9臨
cooxNH
一64一
Ha:It=H.
b:R簿一cOωHを)6coo宜
・・恥 ・嘔)・c6ρ〈}翠 。r
H
IX
O
IH
CO
ICO
H2)6
COR,
00
OH
X
a:R昌G1y・OH
b:RF==Ai・a・OH
c:R芦Pro・OH
d:1セ嵩Try・OH
e:R亭Asp・OH.
f:R嵩Arg・OH・HC1 ,
9:R≒㍉0-Ala・OH
h:RrD-Try-OH
i:R,自G置.y.のG墓y,OH
j:R嵩GIy-P駐e・OH
∫k:R=G藍y-Pro。O】 睡
1:RF=Pro-Pro60H
血:】陸≒Pr.o-G.1y・OH
鱒ご】謄凌S.ef-Pro.OH'.'
o.:R声Arg-Pro.・OH・AcOHド
ρ:踊 ・rA・9・OH・(ムcO且),
q:踏=Pr。 。Gly-PheξOH.
r:R芦G瞳y-Phe-Sef。OH
5:B旨(GIy)ゴ .OH
t:継(Gly)♂OH　
u・K記Pro-Pro到G塵y-Phe・OH'
o.ra
4
0
OH
H
COt(撚1聾:圃=:
0
占bH
畢
(〒H・)・㌣09甘 撃H
CONHCH(CH2)5NHGN}も・HCI
XII
H・Arg-Pro-Pro-Gly-Pbe-Ser-Pro-Phe-Arg・0翠
BradykininX工II
cレar1・5
一65一
5.Bufotoxin関 連 化 合 物 の 合 成
ま ず,digitoxigenin(医a)を3-suberate(眠b)に導 きDCC法 でp-nitrophenylester.(朕c)
と し た 。 廊6を 含 水.ピ リジ.ン中,glycine,1、一alanine..L-pfohbe∫丑Ltrypto鋤an∫上鼠aSpar-
ticacidなら び に 五一arginine・HCIとそ れ ぞ れ 縮 合 さ せ ,自 的.とす る ア:ミノ 酸 結 合 体(Xa～f)
碍 窪・、款 光学難 と畢 灘 の関係を検討するため・D-a'・孕i…D一 ・・p・rhr・を嘩
.悶応さ翠 ・・X・船 成 した・これ らのうち孕・g…neer…(X・)1ま騨 瞬 ρゆ 卿 岬 ・一
ne誘 導 体 伍)に 導 い た 。 同 様 にresibufogeninを.、3-hen;isuberateρい でprnitr6phenyl『ster
と し,L-arginine・Hqlと反 応 させ て 組 を 製 した 。
づ .ぎにdigitoxigenin3-suberoylpeptideesterの合 成 を 試 み た 。 と り あ げ たpeptide鎖と し
て.は両 生 類 起 源 のbradykinin(通)など 活 性 ペ プ チ ドに 高 頻 度 で あ ら わ れ るsequenceを 選 ん だ 。
自 的 物 ぱ 前 述 同 様,直 接di一 あ る い は.tri-peptideを縮 合 さ せ る 方 法 とP-nitrophenylest6r
法 を く りか え し てpeptide鎖を 順 次 延 長 し て い く方 法 お よ びcarbamate法を 用 し～て 合 成 し た 。Kc
馨 ダ リジ ン中 直接H・gl・一G・y・U・Glyr・ ・…H・Hρ!・ 一マ1・。氏.HIA・r一戸…
0耳 ・Ac壁{,.H・Ar3rArg・OH(AcO耳)2な ら び にH・(Gly)3・OHと そ れ ぞ れ 反 応 き せNiッk,.
Xo,XpぞXsを 得 た 。 ま た,stepwise法と して はXcをp-nitroph,nylest町に 導 .き.1、一proline,
glycine..な.らび にH・Gly-Phe・OHと 反 応 さ せ そ れ ぞ れX1,Xm,Xqを 合 成 し た 。最 近,活 性 エ ス
.テ
ル 法 に お い て 加 水 分 解 物 の 副 生 を 抑 え る た め ,ア ミ ノ酸 あ る い は ペ プ チ ドに ドラ イ ア イ ス を 加
え てcarbamateを形 成 さ せ た の ちp-nitrophenylesterと反 応 さ せ.るcarbamate法が 開 発 され た。
そ:こで,.こ の 合 成 法 を 利 用 し,区cに.H・Ser-Pro・OHを 結 合 さ せ てXnを,一 方Xjのp-nitroph-
enylesterをL-serineと反 応 さ せ てXrを 得 た 。 ま た,含 水 ピ リジ ン中KcとH《Gly)4・'OHを
反 応 さ せ る従 来 法 で は 加 水 分 解 物 の 朕bが 生 ず る の み で 目 的 物 は 得 られ な か っ た が,本 法 に よ り 高
収 率 でX.tを 製 す る こ と が で き た 。 同 様 にXcのp-nitrophe㎡ylesterにL-prolineを反 応 さ せ
在来法 十
.り高収率でXlを ・ ・ らにその ・一・1…ph・ジ1.・・… をH・Gly-P・.・・Hと反応rせ
teぜrapept.ideester(Xu)を合 成 す る こ と に 成 功 し た 。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 研 究 は 合 理 的 な 治 療 薬 の 開 発 を 究 極 の 目 標 と し て,日 本 産 ガ マ 外 皮 の 強 心 成 分 を 検 索 し,新
規 抱 合 型 強 心 性 ス テ ロ イ ドの 構 造 を 明 らか に す る と と も に そ れ ら の ア ナ ロ グ の 合 成 を 行 な っ た も
の で あ る 。
東 北 地 方 で 捕 捉 し た 日本 産 ガ マ(bufovulgarisformosusBoulenger)1,800匹を ドラ イ ア イ
ス で 凍 結 処 理 後 た だ ち に 外 皮 を 剥 離 し,そ の エ タ ノ ー ル 抽 出 物 を 有 機 溶 媒 一 水 系 で 分 配 し た の ち,
水 層 をAmberliteXAD-2樹 脂 カ ラ ム に 通 導 し,水 溶 性 画 分 を 得 た 。 こ れ を 各 種 ク ロ マ トグ ラ フ
ィ ー で 分 離 精 製 しgamabufotalinをゲ ニ ン と す る 新 規bufotoxin4種を 単 離 し た 。 こ れ ら は 坂 口
反 応 陽 性,ニ ン ヒ ド リ ン反 応 陰 性 を 示 し,6N塩 酸 を 用 い る 加 水 分 解 に よ り ア ル ギ ニ ンを 遊 離 した 。
ま た,hogpancreaslipaseで処 理 す る と そ れ ぞ れgamabufQtalin3-hemisuccinate,3-h㎝ト
adipate,3-hemipimelate,3-hemisuberateを生 成 し,一 方 ア セ チ ル ア セ ト ン と の 縮 合 に よ り
ピ リ ミ ジ ン環 の 形 成 が み ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら一 連 の 新 規bufotOxinは前 述 の 半 エ ス テ ル に
ア ル ギ ニ ン が α一 ア ミ ノ基 を 介 し て 酸 ア ミ ド結 合 した 構 造 で あ る こ と が 明 ら か と な った 。
さ ら に 新 化 合 物 と し てbufalin,bufotahn.gamabufotalinおよ びarenobufaginの3-sulfate
を 単 離 し た 。 こ れ ら の 構 造 はBa2+」ロ ジ ゾ ン酸 反 応,各 種 機 器 デ ー タ か ら 推 定 し,DGC法 を 用 い
て 得 た 合 成 標 品 と の 直 接 比 較 に よ り確 認 し た 。
ま た,butenolide環に 特 有 なUV吸 収,Kedde反 応 を 指 標 と してcardenolide画分 を 分 離 し,
遊 離 型 と してsarmentogenin.digitoxigenin,14β,15β一epoxy一β一anhydrodigitoxigeninを
同 定 し た6一 方,水 溶 性 画 分 か らcardenobufotoxinと命 名 し た 新 型bufotoxin2種を 単 離 し,そ
れ ら がsarmentogenih3-suberoy豆お よ び3-pimeloylarginineesterであ る こ と を 前 述 同 様 分
解 的 に 証 明 し た 。
最後に1こ れ らの アナログについて生理活性を比較 す るためdigitoxigeninを選 び,ア ル ギニ
ンを各種 ア ミノ酸 におきか えた一連 のbufotoxinアナログを活性 エステル法 によ り合成 した。ま
た,kininに高頻 度であ ら「われ るア ミノ酸配 列のペプ チ ド結合体を活性 エステル法 によ り製 した。
この際,ペ プ チ ド鎖を遂次延長す る方法 と長鎖ペプチ ドを 直接結合 する方法 の2者 を検討 したが
carbamate法を用い著 しく収率 を向上させ ることに成 功 した。
以上 のごと く本論文 はいわゆ るbufotoxinの脂肪酸部が炭 素数4,6.7このジカル ボ ン酸 に置 き
換 った新型bufotoxlnのほか,強 心 性ステ ロイ ドと しては最初の例であ る硫酸抱合体,さ らに従
来配糖 体 と して植物界 に しか見 出 され ていないcardenohdeの脂肪酸一アル ギニ ンエス テルの存
在を明 らか にす るなどガマ毒 の化学 に画期的 な新 知見 を加えた ものであ り,学 位を授与 するに値
す ると認 め られ る。
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